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miR146a 通过 Smad4 参与 多 柔 比 星 的 心肌 细胞 毒性 作用 
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大 鼠 心 肌 细 胞 系 H9c2 购 于 中 国 科 学 院 细胞 库 ，293FT 细胞 购 于 Life Technologies 公司 。 多 和 柔 
比 星 购 于 Sigma-aldrich 公司 ; DMEM 培养 基 ， 胰 酶 ， 双 抗 购 于 Life Technologies 公司 ; 蛋白 

提取 液 ，BCA 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 购 于 更 云天 生物 技术 研究 所 ; ECL 化 学 发 光 检 测试 剂 盒 购 

于 Bio-rad 公司 ; Smad4, Caspase3 抗体 购 于 Cell signaling AF]; CCK-8 BUREAU T 38 AE 

物 技 术 研 究 所 ; Blasticidin 和 Puromycin 购 于 Life Technologies 公司 ; 荧光 素 酶 检测 试剂 购 

于 Promega 公司 ; miR-146a 检测 试剂 盒 购 于 Applied Biosystems 公司 。 普 通 PCR fX. (Thermo 

Scientific, USA), Nanodrop2000 分 光 光 度 计 (Thermo Scientific, USA), Stratagene MX3000p 

荧光 定量 PCR 仪 (Agilent, USA) 等 。 

1.2 CCK-8 细胞 活力 检测 

检测 过 程 按 照 试 剂 盒 说 明 进 行 。 按 104 和 孔 将 细胞 铺 入 到 96 孔 板 中 ， 每 组 5 个 孔 ，4h 后 加 入 
DOX 处 理 ，24 h 后 ， 加 入 10 ulcCK-8 frd UR, WA, Ef 1h 后 ， 测 定 450 nm 吸光 度 
值 。 

1.3 Western blot 

用 胰 酶 消化 收集 培养 的 细胞 ， 加 入 蛋白 提取 液 裂解 ， 离 心 后 收集 上 清 ， 用 BCA 试剂 盒 测 定 

蛋白 浓度 ， 取 适量 蛋白 提取 液 进行 sDs-PAGE 电泳 ， 按 照常 规 操 作 流 程 进行 Western blot 检 

测 目 的 蛋白 表达 。 

1.4 miR146a 表达 检测 

弃 去 培养 细胞 的 上 清 ， 用 PBS 洗 一 次 ， 然 后 加 入 Trizol 裂解 ， 按 说 明 书 流程 提取 RNA， 然 后 

按 miR-146a 检测 试剂 盒 说 明 书 步骤 进行 荧光 定量 PCR 检测 ,通过 U6 作为 内 参 校 正 miR-146a 

表达 量 。 

1.5 miR146a 靶 点 预测 

通过 TargetScan (http://www.targetscan.org/vert_71/) 进行 miR146a 的 靶 点 信息 学 分 析 回 。 

1.6 载体 构建 

在 网 站 http://crisprgenome-engineering.org/ 设 计 针 对 大 鼠 miR146a 基因 序列 的 sgRNA $E, 

设计 两 个 ， 革 点 1: ctctgagaactgaattccat, #74 2: gctaaagaactgaacttcac. 1Z JF IAM 

ER, Hj Bbsl MET) REESE pLentis-U6-sgRNA-SFFV-Cas9-T2A-PURO, JG AIT EE SEA RS 

退火 以 后 连 入 酶 切 的 载体 中 ， 得 到 针对 miR146a HU mk BR R 

pLentis-U6-sgmiR146a-SFFV-Cas9-T2A-PURO， 通 过 测序 验证 载体 构建 正确 ， 针 对 两 个 不 同 靶 

点 的 干扰 载体 分 别 用 sgmiR146a-1 和 sgmiR146a-2 表示 。 

合成 连续 的 5 个 miR146a 的 部 分 互补 序列 四， 然后 用 Bbsl 连 入 载体 pLentis-CMV-PURO 的 

puromycin 基因 后 ， 得 到 针对 miR146a 的 Decoy 病毒 载体 。 

合成 250bp 包含 miR146a 发 卡 区 的 基因 组 序列 ,然后 用 Bbsl 连 入 载体 pLentis-CMV-PURO 的 

puromycin 基因 后 ， 得 到 miR146a 的 表达 病毒 载体 ， 此 载体 中 puromycin 和 miR146a 的 表达 

均 由 CMV 启动 子 启动 ， 以 表达 miR30 的 载体 作为 对 照 。 

合成 Smad4 基因 100bp 包含 miR146a 结合 对 点 的 UTR 序列 ， 然 后 用 Bbsl 连 入 载体 

pLentis-CMV-Luc-PGK-Bsd 的 Luciferase 基因 后 ， 得 到 针对 miR146a 的 欧 光 素 酶 报告 载体 。 

所 用 载体 示意 图 如 下 。 


BRE LTR U6 | sgmiR146a = SFFV U3 | | Cas9 | 12a | PURO WPRE|—|LTR. 
miR Decoydi/k | LTR | cmv | PURO|— miR Decoy — WPRE — LTR | 
miR 表达 载体 | LTR 一 | CMV | 一 PURO 一 miRNA 一 WPRE | LTR | 
荧光 素 酶 报告 载体 | LTR 一 一 CMV Luciferase Smad4 UTR | |PGK| | PURO | | WPRE [LTR | 
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1.7 慢 病 毒 制备 

病毒 制备 按照 文献 报道 方法 进行 各。 通过 磷酸 钙 转 染 法 将 病毒 载体 和 包装 质粒 共 转 染 到 
293FT 细胞 中 ， 培 养 48 小 时 后 收集 上 清 ， 用 0.45 u M 滤器 过 滤 后 置 于 -20 度 保存 。 

1.8 细胞 转 染 

用 胰 酶 消化 培养 的 H9c2 细胞 ， 按 2*10^/fL88X 24 孔 板 中 ，24 小 时 后 加 入 病毒 液 〈 转 染 复 
数 20)， 培 养 20 小 时 后 换 为 新 鲜 的 DMEM 培养 基 ， 待 细胞 长 满 后 传代 ， 带 有 PURO 基因 的 
病毒 用 Puromycin fe, TA Bsd 基因 的 病毒 用 Blasticidin 筛选 ， 获 得 稳定 转 染 的 细胞 。 

1.9 统计 学 分 析 

实验 结果 用 GraphPad Prism 5 进行 处 理 ， 组 间 差 异 使 用 非 配 对 tt 检验 ，p<0.05 认为 有 统计 学 
差异 。 


2 结果 


24 多 柔 比 星 毒性 作用 伴随 miR146a 表达 增加 

多 和 柔 比 星 处 理 大 鼠 心 肌 细胞 后 ， 细 胞 活力 为 对 照 组 的 67.1 士 3.1% (E| la), Western blot 检 
测 发 现 DOX 处 理 后 胞 内 有 较 明显 的 Caspase3 表达 (图 1b)， 而 处 理 细 胞 的 miR146a 表达 增 
加 3.60 土 0.24 倍 (图 1c)。 
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n=5, ***p<0.001) 
Figure 1 Effects of DOX on the cell viability, Caspase 3 level and miR146a expression of rat 


cardiomyocytes 


2.2 使 用 CRISPR 敲 除 miR146a 表达 

设计 针对 miR146a 的 两 个 sgRNA 靶 点 并 构建 病毒 载体 (图 2a), 用 构建 的 敲 除 病 毒 转 染 细胞 
并 筛选 后 ， 检 测 miR146a 的 表达 。 两 条 序列 均 可 以 有 效 的 敲 除 miR146a, 18598 ji miR146a 
表达 是 对 照 细胞 的 12.8 土 1.7%，2# 靶 点 是 正常 细胞 的 20.4 土 1.5%， 选 用 sgmiR146a-1 进行 后 
继 的 实验 (图 2b)。 
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Figure 2 Downregulating miR146a expression using CRISPR 


2.3 CRISPR 与 Decoy 对 miR146a 抑制 效果 比较 

Decoy 是 常用 的 抑制 miRNA 研究 其 功能 的 方法 外 ， 使 用 miR146a Decoy 的 病毒 转 染 细胞 并 得 
选 后 ， 检 测 到 miR146a 的 表达 是 对 照 细 胞 的 42.4 土 3.7%，CRISPR 介 导 的 miR146a 敲 除 效 果 
显著 优 于 Decoy (图 3). 
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Figure 3 Comparison of miR146a knockdown efficiency between CRISPR and miR Decoy 


2.4 敲 除 miR146a 抑制 多 柔 比 星 的 毒性 作用 
敲 除 miR146a 的 细胞 用 DOX 处 理 后 ，miR146a 的 增加 不 明显 (1.08 +0.06 倍 ，ns) (图 4a )， 
处 理 细 胞 活力 为 对 照 组 的 80.4 土 5.7% (图 4b), Western blot 显示 Caspase3 表达 也 不 明显 ( 医 
4c)， 证 明 敲 除 miR146a 抑制 了 多 柔 比 星 对 心肌 细胞 的 毒性 作 
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4 敲 除 miR146a 对 多 和 柔 比 星 处 理 导 致 的 miR146a 表达 , 细胞 活力 以 及 Caspase 3 水 平 变化 
4 影响 (X +s, n=5, ns p>0.05, *p<0.05) 


Figure4 Effects of miR146a downregultion on the cell viability, Caspase 3 level and miR146a 
expression of rat cardiomyocytes 


2.5 miR146a 通过 Smad4 参与 多 柔 比 星 的 毒性 作用 

EL fill Ae AN Smad4 是 miR146a 的 潜在 靶 基 因 (图 5a)， 用 Smad4 UTR 的 荧光 素 酶 报告 病 
毒 转 染 细胞 建立 稳定 表达 细胞 后 ， 再 用 表达 miR146a 的 病毒 转 染 此 细胞 ， 相 对 于 对 照 ， 
miR146a 表达 显著 抑制 了 荧光 素 酶 的 表达 (139900 土 10650 vs 67630 +8419, p<0.01)( 图 5b). 
而 在 DOX 处 理 的 心肌 细胞 内 ，Western blot 检测 发 现 Smad4 表达 下 降 (图 5c)。 
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Figure 5 Identification of Smad4 as a target of miR146a and the influence of DOX treatment on 
Smad4 expression 


进一步 检测 发 现在 敲 除 miR146a 的 细胞 中 ，Smad4 表达 升 高 ， 而 DOX 处 理 此 细胞 ，Smad4 
变化 不 明显 (图 6)。 
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6 RXER miR146a 对 多 和 柔 比 星 导 致 的 Smad4 表达 变化 的 影响 


Figure 6 Effect of miR146a downregulation on DOX induced Smad4 expression 
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Objective To investigate the mechanism underlying miR146a participating in the 
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cardiotoxicity of doxorubicin. Methods Rat cardiomyocytes H9c2 were treated with doxorubicin 
(DOX). After that, the cell viability was detected by CCK-8, the miR146a variation was quantified 
by qPCR and the change of cleaved Caspase 3 was measured by Western blot (WB). Using CRISPR, 
two sgRNAs were designed to knockout (KO) the expression of miR146a. The cell viability and 
cleaved Caspase 3 of miR146a KO cells were respectively detected by CCK-8 and WB. The 
potential target of miR146a was predicted and validated by luciferase system. The change of 
target gene after DOX treatment, and the influence of miR146a KO on target gene were detected 
using WB. Results After DOX treatment, cell viability decreased, the level of cleaved Caspase 3 
elevated and miR146a expression increased 3.6 folds. Using CRISPR, miR146a expression was 
successfully suppressed, with a much higher inhibitory rate than microRNA decoy (88.6% vs 
57.696). miR146a KO significant impeded DOX induced miR146a elevation, cell viability decrement 
and cleaved Caspase 3 increment. Smad family member 4 (Smad4) was proved to be a target of 
miR146a by informatics prediction and luciferase experiment. The treatment of cardiomyocytes 
by DOX led to a decrease of Smad4 expression. In miR146a KO cells, the expression of Smad4 
increased, which was not changed by DOX treatment. Conclusions In rat cardiomyocytes, 
miR146a participated in doxorubicin cardiotoxicity through Smad4. 


Key words Doxorubicin; miR146a; CRISPR; Smad family member 4 
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